ОСОБЕННОСТИ ДЛИТЕЛЬНОГО КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ПРОБИРОЧНЫХ РАСТЕНИЙ ОТДАЛЕННЫХ ГИБРИДОВ ТОМАТА by T. Miroshnichenko N. et al.
н а у ч н о  п р а к т и ч е с к и й   ж у р н а л [  20 ] о в о щ и  р о с с и и  №  1 ( 2 6 ) 2 0 1 5
СЕЛЕКЦИЯ И СЕМЕНОВОДСТВО СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ РАСТЕНИЙ
Введение
Отдаленная гибридизация –одно из наиболее перспектив-
ных и популярных направлений совре-
менной селекции томата. Скрещивание
культурного томата с дикорастущими
видами существенно расширяет спектр
генотипической изменчивости данной
культуры. Дикие виды и полукультур-
ные разновидности растений являются
наиболее богатыми генетическими
источниками устойчивости к абиотиче-
ским и биотическим факторам среды. В
частности, дикие и полукультурные
виды томата играют исключительную
роль в селекции как доноры устойчиво-
сти к основным патогенам: вирусным,
бактериальным, грибковым заболева-
ниям, нематодам, некоторым вредите-
лям [3, 5, 9, 11].
Рядом исследователей из межвидо-
вых популяций были выделены пер-
спективные генетически разнокаче-
ственные селекционные линии с ком-
плексом хозяйственно ценных призна-
ков: раннеспелость в сочетании с холо-
доустойчивостью и продуктивностью,
хорошая завязываемость плодов в
стрессовых условиях и высокие показа-
тели биохимического состава плодов, и
созданы новые сорта томата [2, 11].
Преградой для получения межви-
довых гибридов томата являются
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природные барьеры несовместимо-
сти геномов диких видов и культурных
сортов [1, 8, 9, 12]. Часто гибель гиб-
ридных зародышей является резуль-
татом отсутствия эндосперма либо
его аномального развития. В таких
случаях перспективно выращивание
гибридных зародышей на искус-
ственных питательных средах с
добавлением необходимых трофиче-
ских компонентов, которые in planta
содержатся в эндосперме в условиях
нормального его развития [1, 9, 12].
Методика выращивания зародышей
межвидовых гибридов томата в куль-
туре in vitro оказалась успешной для
комбинаций L. esculentum x L. hirsu-
tum; L. esculentum x S. pennellii; L.
esculentum x L. minutum и др., что поз-
воляет сохранять маложизнеспособ-
ные рекомбинантные генотипы с цен-
ными комбинациями генов [1, 12].
Применение методов биотехнологии
позволяет не только преодолеть
барьеры несовместимости при отда-
ленных скрещиваниях, размножать
гибридные растения в необходимых
количествах и доращивать их до
репродуктивной фазы, но и использо-
вать данный материал при проведе-
нии селекционно-генетических
исследований.
С точки зрения сохранения генети-
ческих ресурсов значительный инте-
рес вызывает возможность длитель-
ного депонирования ценного селек-
ционного материала томата в культу-
ре in vitro. Из литературных источни-
ков [3, 10] известно, что сомакло-
нальная изменчивость у томата начи-
нает проявляться, как правило, после
10-12 пассажей на искусственных
питательных средах. Поэтому целью
исследований являлась оценка влия-
ния культивирования in vitro на мор-
фологические параметры растений
отдаленных гибридов томата.
Материалы и методы
Исследования проводили на про-
тяжении 2012-2014 годов на базе
лаборатории биотехнологии, генети-
ческих ресурсов и теоретических
основ селекции Института овощевод-
ства и бахчеводства НААН Украины.
Работы в изолированной культуре
выполняли в соответствии со стан-
дартизированными методиками [6,
7]. В 2012 году в стерильную культуру
на агаризованную безгормональную
среду Мурасиге-Скуга (МS) вводили
по 3-6 семян 4-х гибридных комбина-
ций: L. esculentum Mill. (Mo 638) x L.
esculentum var. cerasiforme; L. escu-
lentum Mill. (Mo 638) x L. esculentum
var. pimpinellifolium; L. esculentum Mill.
(Mo 638) x L. minutum; L. esculentum
Mill. (Mo 638) x L. hirsutum var.
glabratum.
Контроль интрогрессии при меж-
видовой гибридизации значительно
облегчается за счет использования
форм томата с мутантными генами,
поскольку большинство из них
являются маркерными и идентифици-
руются визуально на фенотипическом
уровне [4]. Поэтому в качестве мате-
ринской формы во всех комбинациях
скрещиваний использовали мутант-
ную форму томата L. esculentum Мо
638, которая характеризуется рядом
маркерных фенотипических призна-
ков (гении v, u, gs, с, а). Отцовские
формы имели контрастные доми-
нантно проявляющиеся фенотипиче-
ские признаки: индетерминантный
тип куста, обычная форма листа,
антоциановая окраска вегетативных
органов. Растениям L. hirsutum при-
суща высокая степень опушенности.
С целью усиления способности к
рекомбиногенезу данного материала
для проведения дальнейших селек-
ционно-генетических исследований
семена гибридов F1 предварительно
обрабатывали γ-лучами в дозах 7 и 15
к Р; контрольный вариант – без обра-
ботки.
Полученные проростки размножа-
ли черенкованием на жидкой бесгор-
мональной среде МS при стандартных
условиях освещения и температурно-
го режима. Продолжительность пас-
сажа 30 суток. После 4-го та 12-го
пассажа пробирочные растения адап-
тировали к нестерильным условиям.
Результаты и обсуждение.
Семена гибридных комбинаций Мо
638 х var. pimpinellifolium, Мо 638 х var.
pimpinellifolium, Mo 638 x L. minutum
проросли в изолированной культуре на
пятые – седьмые сутки. В то время как
семена гибрида Mo 638 x L. hirsutum
var. glabratum проросли через пятна-
дцать суток, а облученные в дозах 7 кР
и 15 кР – только через 74 – 79 суток
культивирования. Это можно пояснить
тем, что L. hirsutum var. glabratum
является наиболее филогенетически
отдаленным от культурного томата из
использованных в исследовании диких
видов. Таким образом, полученные в
этой комбинации гибридные семена
были наименее жизнеспособными.
Кроме того, на наш взгляд, на всхо-
жесть семян повлияло
предварительное γ-облучение.
Несмотря на это, полученные проро-
стки были вполне нормальными и
фенотипически не отличались между
собой.
Растения из семян всех гибридных
комбинаций имели фенотип отцовских
форм, что подтверждает гибридное
происхождение данных растений.
На безгормональной среде МS из
микрочеренков развивались полно-
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ценные растения. Коэффициенты раз-
множения в первом пассаже составляли
от 1,3 (Mo 638 x var. cerasiforme) до 3,8
(Mo 638 x var. pimpinellifolium). Основные
показатели развития пробирочных
растений приведены в таблице 1. 
На развитии эксплантов в изолиро-
ванной культуре достаточно ярко про-
явилось воздействие γ-облучения
семян, которое приводило к суще-
ственному угнетению роста побегов,
снижению среднего количества листь-
ев у гибридной комбинации Mo 638 x L.
hirsutum var. glabratum и снижению
интенсивности корнеобразования у
всех остальных исследованных гиб-
ридных комбинаций. На количество
жизнеспособных эксплантов, по
результатам дисперсионного анализа
экспериментальных данных, облуче-
ние семян существенно не повлияло.
Однако, наименьшее их количество,
вполне закономерно получили из
семян в варианте с наивысшей дозой
облучения (15 кР). У комбинаций Mo
638 x var.pimpinellifolium и Mo 638 x L.
hirsutum var. glabratum в первом пасса-
же отмечена тенденция к уменьшению
количества жизнеспособных эксплан-
тов с повышением дозы γ-облучения
семян.
Тенденции, которые проявились в
первом пассаже, сохраняются до чет-
вертого пассажа включительно.
Наиболее угнетающее действие на
рост и развитие пробирочных расте-
ний всех гибридных комбинаций на
протяжении 4 пассажей культивирова-
ния in vitro оказала обработка дозой 7
кР.
Предварительное облучение донор-
ского материала, культуральные усло-
вия (состав питательной среды), про-
должительность культивирования, а
также случайные различия в условиях
культивирования (степень освещенно-
Пробирочные растения межвидовых
гибридов L. esculentum Mill. (Mo 638) х
L. minutum
Пробирочные растения межвидовых
гибридов L. esculentum Mill. (Mo 638) х
L. minutum
Плоды томата межвидовых гибридов L.
esculentum Mill. (Mo 638) x L. esculen-
tum var. pimpinellifolium
Депонирование пробирочных растений межвидовых гибридов томата в культуре in
vitro Каллусогенез из семядольных эксплантатов отдаленных гибридов томата
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сти, температура) приводят к проявле-
нию фенотипических отличий у проби-
рочных растений и сомаклональной
изменчивости. С целью определения
влияния изолированной культуры на
развитие растений-регенерантов
была исследована динамика измене-
ний их основных количественных пара-
метров, таких как количество листьев,
высота растения, длина корня, а также
коэффициентов их вариации на протя-
жении 12 пассажей.
Результаты исследований показали,
что количественные показатели про-
бирочных растений постепенно снижа-
лись с каждым субкультивированием
до 4-8-го пассажа включительно. Так,
минимальная средняя высота расте-
ния у гибрида Мо 638 х L hirsutum var.
glabratum определена в восьмом пас-
саже (рис. 1), длина корня – в шестом
(рис. 2), количество листьев – в деся-
том (рис. 3). Различия по вариантам γ-
облучения находятся в пределах
ошибки опыта. 
Динамика изменений изучаемых
показателей у других гибридных ком-
бинаций аналогична выше приведен-
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Комбинация 
скрещивания
Доза 
γ-облучения
Жизнеспособные 
экспланты, %
Высота 
растения, мм
Длина 
корня, мм
Количество 
листьев, шт.
Mo 638 x
х L. esculentum var. 
cerasiforme
без обработки 74,4 54,2±4,4 50,0±5,8 5,9±1,2
7 кР 81,6 33,3±1,3 40,7±5,3 7,0±2,4
15 кР 50,0 40,1±2,2 30,1±3,8 5,5±1,0
Mo 638 x
х L. esculentum var.
pimpinellifolium
без обработки 62,5 105,4±6,4 41,6±3,9 7,2±2,5
7 кР 60,0 70,7±4,4 32,3±2,5 5,9±2,0
15 кР 53,3 94,0±5,6 40,7±4,8 6,6±2,0
Mo 638 x
х L. minutum
без обработки 94,0 61,3±4,7 43,0±5,7 5,8±1,4
7 кР 93,3 48,2±3,5 33,8±2,6 6,4±1,5
15 кР 90,0 82,5±7,8 42,5±4,7 6,8±1,5
Mo 638 x 
L. hirsutum var. 
glabratum
без обработки 73,3 117,4±10,7 55,0±5,0 8,6±2,0
7 кР 55,0 20,0±2,6 31,0±3,0 3,1±1,0
15 кР 63,3 24,3±3,3 31,0±2,8 2,9±1,2
НСР05 14,1 41,2 10,6 2,7
1. Параметры признаков растений отдаленных гибридов томата 
в первом пассаже, 2012 год
Рис. 1.  Динамика изменений средней высоты растений-регенерантов гибрида
F1 томата Мо 638 х L hirsutum var. glabratum на протяжении 12 пассажей
Рис. 2.  Динамика изменений средней длины корня растений-регенерантов гиб-
рида F1 томата Мо 638 х L hirsutum var. glabratum на протяжении 12 пассажей
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В
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пассажах наблюдалось постепенное
повышение количественных показате-
лей растений-регенерантов.
Определено, что наиболее вариа-
бельным признаком в культуре in vitro
является высота пробирочных расте-
ний. Значения коэффициента вариа-
ции данного параметра в первом пас-
саже в комбинациях скрещивания Mo
638 x var. cerasiforme, Mo 638 x var.
pimpinellifolium, Mo 638 x L. minutum
приняли изменчивый характер – от
30,7% (Mo 638 x var. cerasiforme, 15 кР)
до 66,9 % (Mo 638 x var. cerasiforme, 7
кР). В том числе и комбинация Mo 638
x L. hirsutum var. Glabratu, у которой во
всех вариантах опыта коэффициент
вариации высоты растения не превы-
шает 10%. По всем вариантам опыта
за 12 пассажей средний коэффициент
вариации данного признака составил
32,4%. Наиболее стабильным призна-
ком является количество листьев на
побеге. Коэффициент вариации этого
признака за весь период исследова-
ний не превышал 1,5 %.
Наивысшие коэффициенты вариа-
ции всех исследуемых признаков были
характерны для комбинации Mo 638 x
var. pimpinellifolium, что свидетельству-
ет о чувствительности растений данной
гибридной комбинации к условиям изо-
лированной культуры. Самые низкие –
для комбинации Mo 638 x L. hirsutum
var. glabratum, что говорит о стабильно-
сти и однородности проявления при-
знаков растений данной гибридной
комбинации в условиях in vitro.
Культивирование in vitro способство-
вало постепенному увеличению коэф-
фициентов вариации количественных
признаков у всех исследованных гиб-
ридных комбинаций до 4-8 пассажей.
Наивысшие показатели коэффициен-
тов вариации признака высоты расте-
ния наблюдались в четвертом пассаже
(рис. 4), длины корня и количества
листьев – в восьмом (рис. 5, 6). 
В последующих пассажах происхо-
дило резкое снижение и постепенная
стабилизация пределов изменчивости
всех исследуемых признаков, что, по
нашему мнению, связано с завершени-
Рис. 3. Динамика изменений среднего количества листьев растений-регенерантов
гибрида F1 томата Мо 638 х L hirsutum var. glabratum на протяжении 12 пассажей
Рис. 4. Изменение коэффициентов вариации высоты пробирочных растений
отдаленных гибридов F1 томата на протяжении 12 пассажей
Рис. 5. Изменение коэффициентов вариации длины корня пробирочных расте-
ний отдаленных гибридов F1 томата на протяжении 12 пассажей
Рис. 6. Изменение коэффициентов вариации среднего количества листьев у проби-
рочных растений отдаленных гибридов F1 томата на протяжении 12 пассажей
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ем адаптации растительного мате-
риала к условиям культивирования. 
Исключением является контроль-
ный вариант гибрида с L. hirsutum var.
glabratum – у него наблюдалось ста-
бильное увеличение вариабельности
признаков с каждым пассажем.
С целью исследования воздей-
ствия длительности депонирования in
vitro на изменчивость фенотипических
признаков регенерантов, определено
среднее количество аномально раз-
витых растений (хлорозных, витрифи-
цированных, с укороченными междо-
узлиями и высокой облиствен-
ностью), которые теоретически могли
быть как проявлением индивидуаль-
ной реакции на условия культивиро-
вания, так и сомаклональной измен-
чивости (табл. 2).
В первом пассаже все растения-
регенеранты имели нормальный
фенотип, отличия наблюдались толь-
ко между гибридными комбинациями.
В процессе культивирования наблю-
далось постепенное увеличение коли-
чества аномальных регенерантов.
Наибольшее их количество выдели-
лось в восьмом пассаже (28,9 % в
среднем по всем образцам). Во время
последующих субкультивирований (9-
12-й пассаж) частота их появления
начала постепенно снижаться.
Установлено, что у трех из исследо-
ванных гибридных комбинаций (Мо
638 х var. pimpinellifolium, Мо 638 х var.
pimpinellifolium, Mo 638 x L. minutum)
среднее количество аномальных
растений, возникающих в процессе
депонирования, возрастало с уве-
личением дозы облучения семян. В
частности, у комбинации Мо 638 х var.
pimpinellifolium в варианте без обра-
ботки зафиксировано до 10 % ано-
мальных регенерантов от общего
количества, в варианте с дозой 7 кР –
16%, а в варианте с дозой 15 кР – 22
%. У комбинации Мо 638 х L. hirsutum
var. glabratum наблюдается обратная
зависимость. В целом, максимальный
процент аномальных растений за весь
период культивирования был характе-
рен для комбинации Mo 638 x var.
cerasiforme (21,3 %), минимальный –
Комбинация
скрещивания
Доза 
γ-облучения
Аномальные растения, %
1 пассаж 4 пассаж 8 пассаж 12 пассаж среднее
Mo 638 x var.
cerasiforme
без обработки 0 20,0 35,7 20 18,9
7 кР 0 33,3 42,8 16,7 23,2
15 кР 0 25,0 44 18,2 21,8
Мо 638 х var.
pimpinellifolium
без обработки 0 10,5 23,1 5,4 9,8
7 кР 0 23,1 30,0 10,9 16.0
15 кР 0 28,6 40,0 19,9 22,1
Mo 638 x L.
minutum
без обработки 0 8,3 20 7,2 8,9
7 кР 0 42,9 26,7 12,7 20,6
15 кР 0 20,0 40,0 12,7 18,2
Мо 638 x 
L. hirsutum var.
glabratum
без обработки 0 11,8 33,3 11,3 14,1
7 кР 0 5,6 33,3 12,7 12,9
15 кР 0 8,0 13,3 7,1 7,1
среднее 0 17,6 28,9 11,1 13,7
2. Влияние продолжительности культивирования in vitro на стабильность 
фенотипических признаков отдаленных гибридов томата F1
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СЕЛЕКЦИЯ И СЕМЕНОВОДСТВО СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ РАСТЕНИЙ
для комбинации Мо 638 х L. hirsutum
var. glabratum (11,4 %). 
Повышение средних значений био-
метрических показателей пробирочных
растений, стабилизация уровня их
изменчивости и снижение частоты
появления аномальных растений, кото-
рые наблюдались в 10-12 пассажах, по
нашему мнению, связаны с завершени-
ем адаптации растений к условиям
культивирования и элиминацией
нежизнеспособных мутантов и сомак-
лонов.
Следует отметить, что во всех экспе-
риментах реакция гибридов культурно-
го томата с L. hirsutum var. glabratum
отличалась от поведения растений-
регенерантов других комбинаций.
Причиной этого могли быть, как было
указано выше, более значительное
филогенетическое расстояние между
данной дикорослой формой и видом L.
esculentum Mill., чем у других использо-
ванных видов и разновидностей, а
также индивидуальная норма реакции
каждой гибридной комбинации к γ -
облучению. 
В 2013 и 2014 годах адаптированные
к нестерильным условиям гибридные
растения высаживали в стеклянной теп-
лице. Существенных различий при
визуальной оценке фенотипа растений,
которые выращивались из семян тради-
ционным рассадным способом, и
растениями, культивированными in
vitro, не выявлено. Исключение состав-
ляет несколько пониженная опушен-
ность адаптированных растений комби-
нации Мо 638 х L hirsutum var. glabratum.
Это свидетельствует о стабильности
гибридов томата поколения F1 при дли-
тельном культивировании в условиях in
vitro. В дальнейшем планируется изуче-
ние изменчивости количественных при-
знаков данных гибридов в поколении F2
и использование их в селекционно-
генетических исследованиях.
Выводы
Методом клонального микроразм-
ножения можно размножать ценные
отдаленные гибриды на протяжении
всего года. Это позволяет стабильно
поддерживать коллекцию отдаленных
гибридов томата с возникновением
минимального количества аномаль-
ных растений продолжительное
время. Депонирование в изолирован-
ной культуре на протяжении 12 пасса-
жей на безгормональной среде MS не
приводит к появлению растений с
новыми признаками, однако способ-
ствует повышению вариабельности
морфологических параметров проби-
рочных растений отдаленных гибри-
дов томата F1.
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